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本文以深海嗜冷耐压菌 S.piezotolerance WP3 为材料，首次从深海细菌的
环境适应性和“严谨反应”的联系入手，克隆了 WP3 ppGpp 合成及分解相关的基
因；通过构建基因中断和覆盖不同结构域的系列 ppGpp 合成缺陷突变菌株，对
relA 与 spoT 基因进行精确的功能定位，成功构建了一套相对完整的 ppGpp 代谢
相关的 WP3 突变株体系。对深海细菌如何感知外界环境变化、继而触发一系列环
境的应激适应性机理进行了初步探讨。 
通过比较 WP3 野生菌株和 ppGpp 合成缺陷突变菌株在环境胁迫条件下的
ppGpp含量变化规律，发现WP3严谨反应存在ppGpp积累量高维持时间长的特点。
利用基因芯片研究 WP3 严谨反应条件下受 ppGpp 调控的基因差异表达，结果同样
证实 ppGpp 对 WP3 转录具有全局性的调控作用。 
在 WP3 有氧生长条件下发现两次 ppGpp 微量积累，通过基因芯片比较发现
到 WP3 在对数生长期与稳定生长期过渡期间可能受到糖类分子营养胁迫 relA 基
因可能参与其应签并帮助 WP3 进行代谢调整。同时在稳定生长期 relA 基因可能



















Ocean cover the 70.8% of the earth surface, with an average water depth of 
3800m (average pressure of 38MPa). Wide variety of microorganisms are live in deep 
see, play an important role in the global material cycle. Scientists had predicted that 
life may originated from the hydrothermal vent, high-pressure patterns of gene 
expression may be an important feature of early life Adaptive mechanism. Reveal the 
mechanism deep-sea microbes adapt to extreme environments such as high pressure, 
high / low temperature, salt, anaerobic and other highly toxic environment is very 
important for understanding the origin and evolution of life on Earth. 
In this paper S.piezotolerance WP3, a Piezotolerant and Psychrotolerant 
deep-sea bacterium is used as the material. It the First time associate the deep-sea 
bacteria environmental adaptability with stringent response. ppGpp related 
metabolism genes are cloned in this paper, through construct gene deletion strain and 
ppGpp synthsis deficient strain, precise function position of relA and spoT genes, we 
successfully constructed a set of ppGpp metabolism related WP3 mutant system. How 
deep-sea bacteria sense the changes of external environment, then trigger a series of 
environmental stress adaptation mechanism was   is discussed in this paper. 
By comparing the changes of ppGpp content under various environmental stress 
between WP3 wild strain and mutant strains defective in ppGpp synthesis, a 
distinctive feature is found out in WP3 stringent response with high concentration of 
ppGpp accumulation and sustain for a very long time. Microarry technology is used to 
research the differential expression genes regulated by ppGpp under stringent 
response, the result also confirmed the global regulation of ppGpp on WP3 
transcription. 
Under aerobic growth conditions Twic ppGpp accumulation are found out in 
WP3. Through analysis the diffential expression genes with microarry technology we 
make a conculsion that WP3 may subject to carbohydrate molecules stress at the 
transistion period of log growth phase and stable phase. relA gene may take part into 















may take part into quorum sensing, involved in sensing the cell density and harmful 
composition in medium, then play an important role in WP3 gene expression at stable 
growth phase. 
 












































1977 年“阿尔文”号（Alvin）载人深潜器在东太平洋洋中脊约 1，650m～ 


























在内的超过 400 种新物种被发现。 



















































嗜压菌是指 适生长压力大于 40MPa 的细菌，耐压菌是指 适生长压力小于
40MPa，在 1 个大气压下能正常生长的细菌。嗜压或耐压是深海微生物的显著特










Photobacterium profundum SS9、SFhewanella benthica DB172F 等一些模式嗜
压菌微生物对压力适应性进行了深入的研究。压力对生物的作用是多方面的，通
过施加压力改变反应体积，压力可能对任何一个物质结构以及生化反应都会产生




；Bartlett 等人对 SS9 的两个外膜蛋白





传递链，细胞色素 c-551 随着压力的上升而表达上调，而细胞色素 c-552 则只在














知。Cashel 和 Gallant 在 1969 年首次发现了此类核苷酸分子在细菌营养胁迫过
程中的积累。ppGpp 依赖于核糖体以及未加载氨基酸的 tRNA 而起作用
[27]
，主要




















的严谨反应。Ainella 等人通过高浓度 ppGpp 诱导大肠杆菌甲氧西林抗性的现
象，发现 Fe
2+






反应出 ppGpp 参与了植物对外界刺激进行应答的信号转导系统。 
 
 
图 1-1：ppGpp 分子结构式 





tRNA 的信号被结合于核糖体 L11 蛋白的 RelA 蛋白所感知，催化 GTP 焦磷酸化合
成信号分子 ppGpp。RelA 蛋白和兼具有分解及合成 ppGpp 功能的 SpoT 蛋白维持
着胞内 ppGpp 浓度的动态平衡，其中 RelA 蛋白合成的 ppGpp 急增对氨基酸饥饿

































图 1-2：ppGpp 代谢网络图 
Fig.1-2 Network of ppGpp metabolism 
 
SpoT 蛋白兼具有分解及合成 ppGpp 的功能，Fe 离子浓度影响这两种酶活的
平衡
[30]
。SpoT 蛋白主要存在四个功能结构域，其中从 N 端负责 ppGpp 降解和合
成、C端负责生长胁迫因子信号感知的 TGS 区域及调节降解和合成活性的 ACT 区














1.3 ppGpp 在细菌生理调节方面的重要作用 
1.3.1 ppGpp 与大肠杆菌环境适应性 


















的生长状态从而有利于细胞的存活。Xiaoming Yang 等人研究了 ppGpp 与大肠杆
菌温度适应性的关系，通过构建 relA 突变株发现大肠杆菌在 42℃非致死温度下














选到一个 mecillinam 抗性突变株，从而单方面的研究 spoT 基因在 ppGpp 代谢调
控方面的作用。研究进一步确定 fes 基因存在一个插入突变，fes 基因编码肠杆
菌素酯酶在大肠杆菌 Fe 离子代谢网络中具有重要作用。实验结果证实了胞内 Fe
浓度影响 spoT 蛋白合成及分解 ppGpp 能力的平衡造成胞内 ppGpp 含量的积累，











导到处细胞形态分化的 直接因素，而 Obg 蛋白通过形成 Obg-GTP 复合物起到感
知胞内 GTP 浓度变化的作用。当细胞面对外界营养胁迫时，“严谨反应”的发生
促使胞内 ppGpp 含量上升，ppGpp 通过抑制 IMP 脱氢酶活性使胞内 GTP 含量迅速
下降。在枯草芽孢杆菌中GTP含量的下降可能促使Obg蛋白激活级联磷酸化系统，
通过一系列信号转导激活 Spo0A 的表达从而促进芽孢体的产生[36-38]。Ochi 等
人进行研究则表明在链霉菌中 Obg-GTP 复合物促进细胞生长抑制形态分化，当胞


















等次级代谢产物的产生方面具有至关重要的作用。早在 1987 年 Ochi 等人就通过
thiostrepton抗性筛选向relC基因中引入自发突变得到一系列胞内ppGpp合成
能力缺陷的菌株以及构建 relA 基因缺失突变株证实了 ppGpp 在 streptomyces 
griseus 形态分化以及产链霉素方面的重要重要[40]。 
目前通过对抗生素产生菌进行遗传修饰以获得更多应用于临床及农业生产
有用的抗生素始终是人们研究的热点。近期 Ochi 等利用“核糖体工程”对 s. 
coelicolorA3(2)进行改造。选取了多种作用于核糖体的抗生素通过不断地筛选
抗性突变株向核糖体引入突变位点， 后共筛选到集 streptomycin、rifampin、
paromomycin、gentamicin 等 8 类抗生素抗性于一体的超级抗性突变菌株，其产
生聚酮类抗生素放线紫红素（Act）的能力比野生型出发菌株高了近 180 倍。对
这个超级抗性突变菌株进行营养胁迫实验发现其在氮源营养胁迫条件下 ppGpp
的积累比野生型菌株要高得多，而在ΔrelA 菌株中由于不能产生 ppGpp 而使抗
生素的高产能力消失
[24]
。更加直接说是了 ppGpp 对抗生素产生的关键作用。 






（quorum sensing）受两个转录激活因子 LasR 和 RhlR 的控制，一类高丝氨酸内
酯分子是铜绿假单胞菌细菌群体感应的重要信号分子起到调节两个转录激活因
子的作用。Delden 等人发现其群体感应与 relA 基因的表达有关，RelA 的过量表
达使 RpoS 表达上升，转录激活因子 LasR 和 RhlR 表达上调使细胞早熟并且不依
赖对细胞密度的感应
[41]





结瘤结构以增加其固氮力，Moris 等人在 R.etlik 中存在一类与细菌 relA-spoT
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